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^ (54) Title: HUMAN ADRENOMEDULLIN -SPECIFIC ANTIBODY, PHARMACEUTICAL COMPOSITION CONTAINING 

^ SAME, THERAPEUTIC USES THEREOF 

fN 

^ (54) Titre : ANTICORPS SPECIFIQUE DE V ADRENOMEDULLINE HUMAINE, COMPOSITION PHARMACEUTTQUE LE 
^ CONTENANT, SES APPLICATIONS THERAPEUTIQUES. 

SO 

^ (57) Abstract: The invention concerns an adrenomedullin-specific antibody, for use in cancer treatment. The invention also con- 
cerns pharmaceutical compositions containing an anti-adrenomedullin antibody and their therapeutic uses. 

o 

^ (57) Abreg* : L'invention se rapporte a un anticorps specifique de radr^nomedulline, utile dans le traitement de cancers. Uinven- 
tion se rapporte 6galement a des compositions pharmaceutiques contenant un anticorps anti-adnfnomedulline et a leurs applications 
^ th^rapeutiques. 
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Anticorps specifique de I'adrenomedulline humaine. composition 
pharmaceutique le contenant. ses applications therapeutiques. 

L'invention se rapporte au traitement du cancer. 

5 Le glioblastome est Tune des tumeurs du cerveau la plus courante chez 

Thomme, et se distingue des astrocytomes par la presence de necroses et de 
proliferations vasculaires (Brain tumors, pp 433-478, Edinburgh, Churchill 
Livingstone, 1995). Les traitements actuellement disponibles ne sont 
malheureusement que d'une efficacite limitee pour ces tumeurs et le pronostic est 

10 par consequent defavorable. 

On sait que les facteurs de croissance regulent la proliferation et la 
differentiation cellulaires et sont directement impliques dans la transformation 
neoplasique (Ann. Intern. Med. 117: 408-414, 1992). L'une des caracteristiques 
communes de beaucoup de ces peptides (hormones, facteurs de croissance, 

15 enzymes), essentielle a leur fonction dans la communication intracellulaire, est la 
presence d'un groupe a-amide a I'extremite carboxyle (Trends Biochem. Sci., 16 : 
112-115, 1991). 

Un seul complexe enzymatique, la peptidylglycine a-amidante 
monooxygenase (PAM) est responsable de I'ot-amidation de ces peptides et 

20 hormones (Annu. Rev. Neurosci. 15 : 57-85, 1992). Une activite PAM a ainsi ete 
trouvee dans des tumeurs endocrines secretant des peptides oc-amides, notammerit 
dans le carcinome thyroTdien medullaire, le pheochromocytome (Mol. Cell. 
Endocrinology, 79: 53-63, 1991), les tumeurs pancreatiques secretant le peptide 
intestinal vasoactif (VIP) (Clinical Endocrinology, 33 : 467-480, 1990), et chez 

25 Thomme dans des tumeurs hypophysaires (Metabolism, 34 : 1044-1052, 1985). 

L'adrenomedulline (AM) est un peptide presentant des homologies avec le 
peptide couple au gene de la calcitonine (CGRP) (de I'anglais "calcitonin gene- 
related") et a ete classee de ce fait dans la famille calcitonine / CGRP / amyline 
(Crit. Rev . NeurobioL, 11 : 167-239, 1997). AM est exprimee dans de nombreux 

30 tissus, notamment la medulla de la glande surrenale, les poumons, les reins, et 
ratrium cardiaque (FEBS Lett, 352 : 105-108, 1994). AM a ete montre induisant une 
reponse multiple sur cultures cellulaires et modeles animaux avec modulation de la 
proliferation cellulaire, de Papoptose et induction de Pangiogenese. 

L'expression de AM a egalement 6te mise en evidence dans differentes 

35 tumeurs humaines d'origine neurale ou pulmonaire, notamment le cancer du 
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poumon a petites cellules, Padenocarcinome, le carcinome bronchoalveolaire, le 
carcinome de cellules squameuses, les carcinoides pulmonaires, le 
ganglioneuroblastome et le neuroblastome (Endocrinology, 136 : 4099-4105, 1995). 
AM pourrait etre impliquee dans la genese des tumeurs. Deux lignees 
5 cellulaires transformees de glioblastome (T98G et A172) ont ete montn§es capables 
d'exprimer et de secreter AM (Peptides, 18 : 1117-1124, 1997; J. Biol. Chem., 271 : 
23345-23351, 1996). 

II a ete egalement montre que AM et son recepteur (AM-R) sont exprimes de 
fagon ubiquitaire pendant I'embryogenese et la carcinogenese. Trois recepteurs (L1 , 
10 RDC1 et un recepteur apparente au recepteur de la calcitonine CRLR), presentant 
differentes affinites pour AM, ont §te clones et sequences (J. Biol. Chem., 270 : 
24344-25347, 1995). lis appartiennent tous a la famille des recepteurs a 7 domaines 
transmembranaires couples aux proteines G. CRLR necessite la presence de 
proteines partenaires possedant un seul domaine transmembranaire et appelees 
15 proteines modifiant I'activite de recepteur (RAMPs) (Nature (Lond.), 393 : 333-339, 
1998). ^association du CRLR et des proteines RAMP specifie la nature des ligands 
lies a ce complexe. Associe a RAMP1, CRLR est sous forme mature, pleinement 
glycosyle et lie le CGRP. Associe a RAMP2 ou RAMP3, CRLR est sous forme 
immature partiellement glycosile et peut lier I'AM. Dans le cas d'une association 
20 avec RAMP3, CRLR presente aussi une affinite pour Tamyline. 

Bien qu'une sur-expression de AM ait ete mise en evidence dans plusieurs - 
tumeurs (J. Clin. Endocrinol. Metabol., 80 : 1750-1752, 1995), les effets reels de AM 
sur la genese des tumeurs restent inconnus. 

II existe done toujours aujourd'hui un besoin en des traitements capables de 
25 ralentir ou de stopper le developpement de tumeurs cancereuses. 

II existe toujours egalement un besoin en des methodes utiles pour mettre en 
evidence des composes utilisables dans le traitement de cancers. 
Uinvention vise & repondre a ce besoin. 

Un premier objet de Tinvention est de fournir des anticorps specifiques de 
30 AM humaine ou anticorps anti-AM. 

Un autre objet de I'invention concerne Putilisation d'anticorps specifiques de 
AM humaine dans le traitement de cancers. 

Un autre objet de Tinvention concerne une composition pharmaceutique 
comprenant des anticorps specifiques de AM humaine destinee au traitement de 
35 cancers. 
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Un autre objet de invention concerne Putilisation d'anticorps specifiques 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de cancers. 

Un autre objet de invention concerne ('utilisation de AM dans un test 
biologique pour mettre en evidence des composes capables de moduler Pactivite de 
5 AM. 

Selon Pinvention, il a ete trouve que les anticorps anti-AM possedent un effet 
inhibiteur sur la croissance de cellules tumorales in vitro et in vivo. 

Selon Pinvention, il a ete trouve egalement que AM possede un role dans le 
processus d'angiogenese et que les anticorps anti-AM peuvent etre utilises n tant 
1 0 qu'agent anti-angiogenese. 

Selon un premier aspect, Pinvention concerne un anticorps, ou un fragment 
de celui-ci, capable de reconnaitre la proteine AM humaine. 

L'anticorps anti-AM selon Pinvention peut etre monoclonal ou polyclonal. Les 
techniques classiques de production d'un anticorps peuvent etre utilisees dans le 
15 cadre de Pinvention. 

Par exemple, des anticorps diriges contre AM peuvent etre obtenus en 
administrant le peptide AM ou un ou plusieurs fragments de AM portant des epitopes 
a des cellules ou des animaux, en utilisant les techniques classiques. 

Le choix des animaux utilises pour la production d'anticorps n'est pas limitatif 
20 en soi. II peut s'agir par exemple de souris, de chevre, de lapin. 

Pour la preparation d'anticorps monoclonaux, les techniques foumissant des 
anticorps produits par des cultures de lignees cellulaires en continu peuvent etre " 
utilisees. Des exemples de techniques comprennent la technique des hybridomes 
(Kohler, G. , Milstein, C, Nature, 256 : 495-497, 1975), la technique des trioma, la 
25 technique des hybridomes de cellules B humaines (Kozbor et a/., Immunology Today, 
4 : 72, 1983) et la technique des hybridomes EBV (Cole et a/., Monoclonal Antibodies 
and Cancer Therapy, pp. 77-96, Alan R. Liss, Inc., 1985). 

On peut egalement preparer les anticorps monoclonaux par hybridation 
lymphocytaire, par recombinaison genetique, a partir de banques de cellules souches 
30 humaines ou par la technique de "phage display". 

Des anticorps chimeriques peuvent egalement etre prepares, en utilisant des 
anticorps monoclonaux humains comportant des parties variables de souris ou 
d'autres especes, specifiques de PAM humaine. 

Les techniques pour la production d'anticorps a chaine unique (U.S. Patent No. 
.35 4,946,778) peuvent egalement etre adaptees pour produire les anticorps de Pinvention. 
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Egalement, les souris transgeniques ou d'autres organismes incluant des mammiferes 
differents, peuvent etre utilisees. 

Selon un autre aspect, 1'invention concerne une composition pharmaceutique 
comprenant en tant que principe actif un anticorps, ou un fragment de celui-ci, 
5 specifique de la proteine AM. 

La composition selon Pinvention est en particulier destinee au traitement de 
cancers et/ou de cellules tumorales. 

On citera a titre illustratif et non limitatif le cancer de la prostate, le cancer 
des ovaires, le traitement des neuroblastomes, des glioblastomes, le cancer du 
10 poumon, Padenocarcinome, le carcinome bronchoalveolaire, le carcinome de 
cellules squameuses, les carcinoTdes pulmonaires, le ganglioneuroblastome. 

Les anticorps ou fragments de ceux-ci sp6cifiques de PAM, contenus dans 
les compositions selon Pinvention, peuvent egalement etre utilises en tant qu'agents 
anti-angiogenese. 

15 Les demandeurs ont en effet mis en evidence dans des etudes 

immunohistochimiques realisees avec un anticorps anti-Facteur VIII, qui est un 
marqueur de cellules endothelials, que des tumeurs traitees avec Panticorps anti- 
AM de Pinvention sont globalement moins vascularisees que les tumeurs controles, 
et que le rSseau vasculaire presente une certaine disorganisation. 

20 La surface vasculaire des tumeurs controles est ainsi tres superieure a celle 

des tumeurs traitees avec Panticorps anti-AM. Ces resultats montrent Pimplication 
originale de PAM dans la mise en place et le maintien d'un r6seau tumoral et 
peritumoral stable et fonctionnel. 

La composition selon Pinvention est de preference administree par voie 

25 injectable, notamment par voie intra-veineuse, sous-cutanee, ou par administration 
dans le reseau lymphatique. 

La quantity de principe actif a administrer depend du degre d'avancement de 
la pathologie a traiter, ainsi que de Page et du poids du patient Neanmoins, les 
doses unitaires comprennent generalement de 1 M9 a 1 9' avantageusement de 10 

30 mg a 100 mg de principe actif. Ces doses unitaires sont administrees normalement 
en une ou plusieurs fois par jour, de preference de une a trois fois par jour. 

Selon un autre aspect, Pinvention concerne un anticorps, ou un fragment de 
celui-ci, capable de reconnaitre la proteine AM humaine, pour utilisation en tant que 
principe actif d f une composition pharmaceutique destinee au traitement de cancers 

35 et/ou de cellules tumorales. 
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Plus particulierement, Panticorps selon invention est destine au traitement 
du cancer de la prostate, du cancer des ovaires, des neuroblastomes, des 
glioblastomes, le cancer du poumon, I'adenocarcinome, le carcinome 
bronchoalveolaire, le carcinome de cellules squameuses, les carcinoTdes 
5 pulmonaires, le ganglioneuroblastome. 

Selon encore un autre aspect, invention concerne Tutilisation d'un anticorps, 
ou d'un fragment de celui-ci, specifique de la proteine AM pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement de cancers et/ou de cellules 
tumorales. 

10 Selon Invention, cette utilisation est destinee au traitement du cancer de la 

prostate, du cancer des ovaires, des neuroblastomes, des glioblastomes, le cancer 
du poumon, I'adenocarcinome, le carcinome bronchoalveolaire, le carcinome de 
cellules squameuses, les carcinoTdes pulmonaires, le ganglioneuroblastome. 

L'utilite des anticorps de Invention en tant qu'agents anti-angiogenese 
15 resuite de la mise en evidence par les demandeurs du role de I'AM dans le 
processus d'angiogenese. 

Cette implication de I'AM est demontree a plusieurs niveaux, en utilisant des 
cellules endothelials ombilicales humaines (HUVEC). 

L'AM stimule ainsi la proliferation des cellules HUVEC d'une fagon tres 
20 significative apres six jours (p < 0,0001) de traitement de ces cellules par AM. L'AM 
induit egalement la migration des cellules HUVEC d'une maniere tres significative (p 
< 0,0001) par rapport aux cellules controles non traitees par AM (test de migration 
effectue sur membrane dans des chambres Boyden). Les effets des cellules traitees 
avec AM sont plus importants que ceux provoques par le FGF (Fibroblast Growth 
25 Factor, ou p = 0,0092). 

Un traitement realise avec les deux facteurs montre un effet additif suggerant 
I'activation de deux voies independantes qui seraient a Torigine de la migration (p = 
0,0002). 

UAM induit egalement Torganisation des cellules HUVEC en microtubules, 
30 comme dans les cas de traitement avec le VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor), apres culture des cellules HUVEC sur une matrice extracellulaire Matrigel 
suivie d'un traitement avec TAM et / ou le VEGF. 

L'AM induit enfin in vivo, dans un modele animal apres implantation sous 
cutanee d*une solution de Matrigel, une infiltration massive des cellules dans le 
35 Matrigel et dans certaines regions la formation de microvaisseaux est observee. 
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L'AM possede par consequent des proprietes angiogeniques. Utilisation 
d'anticorps anti-AM, qui inhibent Interaction de PAM avec ses recepteurs et, par 
consequent, tout effet biologique de PAM, bloque ainsi la mise en place d'un reseau 
vasculaire stable et fonctionnel necessaire a la croissance tumorale. 
5 Un autre aspect de Pinvention concerne done Putilisation de I'AM dans un 

test biologique, pour la mise en evidence de composes capables de moduler Taction 
de PAM sur Pangiogenese ou sur la croissance tumorale. 

Par exemple, un test selon Pinvention comprend les etapes consistant a 

a) mettre en contact un compos§ candidat avec des cellules qui expriment 
10 PAM ou repondent a PAM, et 

b) observer la fixation, ou la stimulation ou Pinhibition d'une reponse 
fonctionnelle, ou comparer la reponse des cellules mises en contact avec 
le compose candidat avec les memes cellules qui ne sont pas mises en 
contact avec le compose candidat. 

15 Le test de Pinvention, en utilisant des techniques classiques en elles-memes 

depression de peptides dans des cultures cellulaires et connues de Phomme du 
metier, permet done de rechercher des composes, en particulier des petites 
molecules capables d'avoir notamment une action inhibitrice (antagoniste) sur 
Pangiogenese induite par PAM et done de bloquer le developpement du reseau 

20 vasculaire necessaire a la croissance tumorale, ou sur la croissance tumorale elle- 
meme. 

Des caractSristiques et avantages supplementaires de Pinvention 
apparaitront dans la description detaillee qui suit, faite en relation avec les figures 
dans lesquelles : 

25 La figure 1 represente Panalyse densitometrique de Pexpression de PARNm 

de PAM dans le gliome humain, les lignees cellulaires glioblastomales et les tissus 
de cerveau non tumoral. L'ARN total (20 pg) est separe par electrophorese sur gel 
denaturant agarose (1 %) - formaldehyde et transfere sur une membrane Hybond-N 
et hybrid6s avec une sonde d'ADNc humain de PAM de 2,2 kb. Les membranes 

30 sont ensuite exposees en autoradiographie pendant 24 h. En controle, apres 
decrochage, les membranes sont rehybridees avec une sonde d'ADNc produite a 
partir d'ARN ribosomal 18S de grenouille. Sur la figure 1 A et B, la quantite d'ARNm 
de PAM est normalisee a la quantite d'ARN ribosomal 18S. Les resultats 
correspondent a la moyenne de quatre experiences independantes. 

35 NB : cerveau normal; GGIV : gliome de degre IV; GGII : gliome de degre II. 
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La figure 2 represente une mesure de I'expression de I'ARNm de AM dans 
des lignees glioblastomales et dans le cerveau normal. L'ARN total (15 ug) prepare 
a partir de lignees cellulaires de glioblastomes et de cerveau est analyse par 
Northern Blot. Les membranes sont hybridees avec une sonde d'ADNc de AM 
5 humain, puis apres decrochage, rehybridees avec un controle ADNc 18S ribosomal 
pour la normalisation. Sur la figure 2, la quantite d'ARNm de AM indiquee est 
normalisee a la quantite d'ARN ribosomal 18S. Les resultats correspondent a la 
moyenne de quatre experiences independantes. 

La figure 3 represente I'analyse par RT-PCR de I'expression de I'ARNm de 
10 AM dans les gliomes. Les ARN totaux extraits d'oligodendrogliome et de 
glioblastome sont retrotranscrits en ADNc puis analyses par RT-PCR quantitative. 
Les resultats sont exprimes par rapport a I'expression d'un controle interne, la 
GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate-deshydrogenase). 

La figure 4 represente I'inhibition de la reconnaissance de AM radiomarque 
15 avec I 125 par I'anticorps anti-AM. Des cellules glioblastomales (U87) sont incubees 
pendant 120 min a 25°C en presence de l 125 -AM (60 uci ug- 1 ; 7 x 10 4 cpm par test) 
et des concentrations croissantes de I'anticorps. Chaque point est le resultat de trois 
experiences. 

La figure 5 represente les effets de AM et de I'anticorps anti-AM sur la 

20 proliferation des cellules U87 (Fig. 5A) et U373 (Fig. 5B) in vitro. Les cellules 
tumorales sont ensemencees a une densite de 6 x 10 3 cellules par puit dans des 
plaques 12 puits en presence de milieu MEM additionne de 2 % de FBS, 2 mM de 
glutamine et d'antibiotiques. On ajoute AM a une concentration de 2-x 10' 7 M et 
I'anticorps anti-AM " AMAb2 " (12 ug /ml) en presence ou non de AM (10 uM). Sur la 

25 figure 5, C represente les cellules non traitees. Les controles sont constitues de 
" AMAb2 " denature par la chaleur et de IgG (Ed.1) non relevant. Pour chaque 
traitement, six points sont employes pour la mesure MTT et six points sont 
employes pour le comptage des cellules dans un compteur Coulter. Les barres 
verticales represented SEM. 

30 **:p<0,007;***:p<0,0001. 

La figure 6 represente le traitement avec I'anticorps anti-adrenomedulline de 
xenografts de tumeurs humaines etablies. Des souris porteuses de tumeurs U87, de 
taille approximative de 1350 +/- 100 mm 3 , recoivent deux fois par semaine un 
traitement intra tumoral de 200 ug de AMAb2 (n=20) ou un controle d'lgG non 

-35 relevant (n=7). Les souris non traitees avec AMAb2 sont sacrifices entre 21 et 24- 
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jours, en raison de la grosseur des tumeurs. Le volume moyen des tumeurs pendant 
une periode de plus de 70 jours est montre sur la figure 6. Les grosseurs des 
tumeurs dans le groupe traite au PBS ne sont pas differentes de celles obtenues 
dans le groupe traite avec I'lgG controle non relevant. 

5 Culture cellulaire et tests de proliferation cellulaire. 

Les lignees cellulaires de glioblastome humain sont obtenues de PAmerican 
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) et sont cultivees en milieu 
essentiel minimal (MEM) (U373, U138, U87) ou dans du milieu L15 (SW1783 et 
SW1088), disponibles aupres de la societe Life Technologies, Paris, France, en 

10 presence de penicilline (50 U / ml), de streptomycine (50 pg / ml), de glutamine (1 
mg / ml) et de serum de veau foetal (10 %). Les cellules sont cultivees dans une 
atmosphere humide 95% air / 5 % C0 2 . Le milieu de culture est change tous les 
deux jours. L'activite d'amidation et les ARNs sont prepares lorsque les cellules sont 
en phase exponentielle de croissance. Les effets de CGRPs-37, AM22-52, AM^ 2 et de 

15 Panticorps de lapin anti-AM sur la proliferation cellulaire sont examines aux temps 
indiques par le test MTT bromure de 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yi)-2,5-diphenyl 
tetrazblium (Cancer Res. 49: 4435-4440, 1989) (Cancer Res. 47 : 943-946, 1987). 
Les resultats sont exprimes en pourcentages des rapports T/C, ou T est la densite 
optique (OD570) des cultures traitees (milieu MEM et CGRP^y, AM22-52, AM^ 2 ou 

20 anticorps de lapin anti-AM) et C est la densite optique (OD 570 ) des cultures non 
traitees (milieu MEM seul). 

Patients et preparation des tissus. 

Des tissus tumoraux de patients operes pour des gliomes sont etudies. 5 
gliomes de degre II (degre faible), 7 oligodendrogliomes anaplasiques et 13 

25 glioblastomes (degre IV) (selon la classification histopathologique WHO) sont 
utilises. Les echantillons de tumeurs sont recueillis au moment de Pintervention 
chirurgicale et conserves imm§diatement dans Tazote liquide jusqu'a extraction des 
ARNs. Un tissu telencephalique normal est preleve sur un patient opere dans le 
cadre d f un traitement contre Pepilepsie. Tous les protocoles de prelevement de 

30 tissus ont ete realises selon les exigences des comites institutionnels et avec 
Paccord des patients. 

Analyse par Northern Blot. 

L'extraction des ARNs totaux est realisee a partir des gliomes humains, du 
tissu telencephalique normal et des lignees cellulaires en utilisant la methode a 
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Tisothiocyanate de guanidinium / phenol / chloroforme (Anal. Biochem., 162 : 156- 
159, 1987) avant analyse par Northern Blot. 

Preparation des extraits de tissus et test d'amidation. 
Les cellules sont decollees et recueillies en tampon PBS froid, et preparees 
5 pour un test d'amidation. 

Extraction des peptides et radioimmunoessai. 

Pour mesurer Pimmunomarquage anti-AM (IR-AM), les cellules sont 
preparees selon la procedure decrite dans FEBS Lett., 352 : 105-108, 1994. La 
caracterisation chromatographique de IR-AM dans le milieu de culture est realisee 

io par chromatographie liquide a haute performance en phase inverse, en utilisant une 
colonne pBondapak C18 (3,9 x 300 mm; Waters). Le milieu conditionne (15 ml) est 
extrait en utilisant des cartouches Sep-Pak C18. L'extrait est reconstitue avec une 
solution contenant 0,1 % (vol / vol) d'acide trifluoroacetique et charge sur la colonne. 
L'analyse est realisee avec un gradient lineaire d'acetonitrile contenant 0,1 % (vol / 

15 vol) d'acide trifluoroacetique, de 10 a 60 % a une Vitesse de 1 ml / min / fraction 
pendant 50 min. Chaque fraction (1 ml) est recueillie, sechee et analysee. 
RT-PCR quantitative. 

Une methode de RT-PCR (reaction de polymerase en chaine) quantitative 
en temps reel est utilisee pour mesurer les variations du nombre de copies de AM 

20 ou GAPDH. L'ARN total (2 pg) libre d'ADN est transcrit en ADN complementaire 
(ADNc) en presence d'un pg d'hexameres (Pharmacia Biotech, Orsay, France) et de 
la transcriptase inverse MMLV (de Tanglais "Moloney leukemia virus"), tel que decrit 
par Life Technologies Inc., Paris, France. De I'ARNm d'AM et de GAPDH humaine 
est amplifie (AM : amorce sens 5'-TGCCCAGACCCTTATTCGG-3' et amorce 

25 antisens S'-AGTrGTrCATGCTCTGCCGG-S 1 ; GAPDH : amorce sens 5- 
CAAATTCCATGGCACCGTC-3 , et amorce antisens 5- 

CCCATCTGATTTTGGAGGGA-3 , )i et quantifie en temps reel en utilisant le systeme 
de detection ABI Prism 7700 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA). 

Les sondes Taq Man pour AM et GAPDH sont 5- 

30 ACATGAAGGGTGCCTCTCGAAGCCC-3' et 5'- 

CCCATCACCATCTTCCAGGAGCGAG-3 , respectivement. Le melange 
d'amplification contient I'ADNc produit a partir de 50-150 ng de PARN total, 0,2 pM 
d'amorce, et 0,1 pM de sonde Taq Man dans 50 mM de NaCI et 5 mM de Mg 2+ . Une 
PCR en deux etapes est realisee a 35 cycles. La denaturation est faite a 94°C 

35 pendant 20 sec, et la fixation des amorces sur la matrice / extension a 60°C pendant 
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30 sec. La reaction produit un produit PCR de 115 paires de base (bp) pour AM et 
de 101 bp pour GAPDH. Pour quantifier les resultats, des niveaux d'ARNm de AM 
sont normalises aux niveaux d'ARNm de GAPDH dans la meme reaction. Pour 
creer des courbes standard pour chaque gene, les ARNs sont produits par 

5 transcription in vitro a partir des matrices ADNc linearises de AM et de GAPDH par 
les polymerases 17 ou T3 puis retrotranscrits en ADNc. En utilisant des sondes AM 
et GAPDH marquees par des fluorochromes dans les conditions experimentales 
definies ci-dessus, une relation lineaire entre la concentration en ARN retrotranscrit 
en ADNc et le signal de fluorescence (ARQ) des ARNs de AM et GAPDH dans 1- 

10 250 pg d'ADN cible est obtenue. Pour chaque echantillon inconnu, les valeurs ARQ 
sont determinees pour les deux genes, et les resultats sont exprimes en fg de AM 
par pg de GAPDH. 

Analyse par RT-PCR des ARNm de CRLR et RAMP. 

Des amorces telles.que definies dans le tableau 1 figurant en annexe de la 

15 presente demande de brevet sont selectionnees pour §tre sp6cifiques de CRLR, 
RAMP2 et RAMP3. Les reactions de PCR initiees par les jeux d'amorces 
specifiques pour CRLR, RAMP2 et RAMP3 sont realisees avec de I'ADNc produit a 
partir de lignees cellulaires de gliome et d'echantillon preleve sur un gliome humain. 
Les param§tres de cycles sont les suivants : 

20 Etape de denaturation initiate : 94°C, 5 min, 

35 cycles : fixation des amorces sur la matrice : 40 sec. puis extension 7. 
polymerisation a 68°C, 50 sec, puis denaturation 94°C, 30 sec, la derniere 
extension etant prolong^e de 10 min. Les temperatures de fixation des amorces sur 
la matrice dependent du couple d'amorces utilise et sont indiquees dans le tableau 

25 1 . Les produits de PCR sont separes par electrophorese sur un gel d'agarose a 1 
% dans un tampon Tris / borate contenant 0,5 pg / ml de bromure d'ethidium; les 
gels sont rinces en tampon NaCI 1,5 M, NaOH 0,5 N pendant 15 min et ensuite 
pendant 30 min dans Tris-HCI 1 M, pH 8,0, NaCI 1,5 M avant transfert sur une 
membrane Hybond-N. Les filtres sont mis a hybrider avec les sondes indiquees 

30 dans le tableau 1 , laves et mis en autoradiographie. 
Production des anticorps apti-AM- 

Des lapins neo-zelandais femelles sont immunises trois fois en sous-cutane 
avec de I'AM humaine (Bachem) (120 ug AM equivalent par injection : la premiere 
dose dans un adjuvant de Freund complet, les deux dernieres dans un adjuvant de 
35 Freund incomplet). Les serums sont selectionnes pour leur activite anti-AM, puis 
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purifies par affinite sur colonne de proteine A Sepharose (Amersham Pharmacia 
Biotech). 

Reconnaissance de AM marque a I 125 . 

Des cellules de glioblastome sont cultivees dans des plaques 24 puits 

5 jusqu'a confluence (1 x 10 5 cellules / puit) et deprivees en serum pendant 24 h 
apres lavage avec un tampon PBS sans Ca 2+ additionne de 0,2 % de serum 
albumine bovine (BSA) et de Bacitracine (100 mg / ml, Sigma), les cellules sont 
incubees a 25°C pendant 120 min avec le marqueur radioactif (I 125 ) en presence ou 
en absence d'un exces (10* 6 M) de AM non radiomarquee. Le marquage a I'iode de 

10 AM humaine (Amh) synthetique est realisee par la methode a la chloranine T et le 
produit est purifie par chromatographie liquide a haute performance en phase 
inverse. De I'Amh monoiodee (I 125 ) (SA, 350 Ci / mmol) est utilisee dans les 
experiences. Dans les etudes d'inhibition de reconnaissance (de Panglais "binding"), 
les cellules sont incubees avec le marqueur radiomarque et des concentrations 

15 croissantes d'anticorps anti-AM. A la fin de la periode d'incubation, les cellules sont 
lavees avec du PBS froid contenant 0,2 % de BSA, solubilisees avec de Thydroxyde 
de sodium 0,2 M, et la radioactivite retenue est mesuree par un spectrometre-y. La 
fixation specifique est obtenue par soustraction de la mesure de la reconnaissance 
non specifique obtenue en presence d'AMh non marquee en exces de la mesure de 

20 la reconnaissance totale. Les donnees represented la moyenne de trois 
experiences, chacune realisee trois fois. 
Animaux. 

Des souris NMRI males (Nu / Nu) athymiques de 4 a 5 semaines (Janvier, 
Laval Le Genest, France), sont placees dans des cages steriles sous flux laminaire 
25 ferme, en temperature controlee et avec des periodes de 12 h de lumiere et 12 h 
d'obscurite, et alimentees et desalterees ad libitum. 
Therapie anti-tumorale in vivo. 

Des cellules U87 (3 x 10 6 cellules / souris) en phase exponentielle de 
croissance sont injectees en sous-cutane dans les flancs des souris athymiques. 

30 Apres deux semaines, les tumeurs ont grossi jusqu'a un volume d^nviron 1350 +/- 
170 mm 3 . Le traitement est initie apres 14 jours. Uanticorps anti-AM AMAb2 (200 pg 
dMgG purifie) est injecte dans la tumeur (20 souris) dans un volume de 0,2 ml, deux 
fois par semaine. Un controle negatif, un anti-IgG de lapin dirige contre le peptide 
derive du precurseur de I'endotheiine de rat ou le tampon phosphate (PBS) seul 

35 sont utilises. Chaque groupe controle comporte sept souris. Chaque souris dans les 
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groupes traites par immunoglobulin re?oit un total de 400 pg d'immunoglobuline 
par semaine pendant la duree du traitement. Les tumeurs sont mesurees deux fois 
par semaine pendant le traitement. Le volume des tumeurs est calcule selon la 
formule volume = longueur x largeur x hauteur x 0,5236 (pour une forme elliptique). 

5 Les donnees sont exprimees en moyenne +/- SEM. Les analyses 

statistiques sont realisees en utilisant la methode ANOVA suivie par le test de 
difference significative de Fisher (Statview 512, Brain Power Inc., Calabasas, CA, 
USA). Une valeur de p < 0,05 est consideree comme significative. 

Expression d'ARNm de PAM dans les cellules gliomales humaines. 

10 L'ARN total de gliome humain, de lignees cellulaires de gliome humain et de 

tissu de cerveau normal est prepare pour analyser le niveau depression de PAM. 
Avec une sonde de 2,2 kilobases (kb), le transcript correspondant a la PAM est mis 
en Evidence par Northern Blot a 4 kb. Un fort niveau depression est mis en 
evidence dans le gliome humain (Fig. 1A) et les lignees cellulaires (Fig. 1B) en 

15 comparaison des tissus normaux. Apres d§crochage des membranes, un second 
marquage est realise avec la sonde ADNc preparee a partir d'ARNr 18S. Dans les 
gliomes, le niveau depression de PAM, quantifie et normalise par rapport a TARN 
ribosomal 18S, apparait etre correle a I'agressivite de la tumeur. Les niveaux 
d'ARNm PAM sont 9 a 15 fois plus eleves dans les giioblastomes malins et 4 § 6 

20 fois plus eleves dans les gliomes de faible degre que dans les tissus de cerveau 
normal. La majorite des lignees cellulaires derivees de giioblastomes humains 
expriment de fagon constante de hauts niveaux d'ARNm de PAM (Fig. 1B). 
Activite PAM dans les lignees de cellules. 

L'activite d'amidation des extraits de chaque lignee cellulaire est testee en 
25 utilisant un substrat a-N-acetyl-Tyr-Val-Gly a pH 5,5. Les lignees' cellulaires U373 et 
SW1783 gliome de haut degre presentent des niveaux d'activite PAM plus eleves 
(77 +/- 4 pmol / mg de proteine /h) que les lignees U87, U138 et SW1088 (55 +/- 4,3 
pmol / mg de proteine / h). ^expression de PAM a la fois dans les tumeurs et les 
lignees gliomales demontre leur capacite a produire des peptides cc-amides. 
30 Expression de I'ARNm de AM dans les l ignees cellulaires. 

Uexpression de differents peptides a-amides connus pour avoir des 
proprietes mitogenes sur les cellules tumorales est analysee par RT-PCR dans 
differentes lignees de gliomes, Parmi tous les peptides analyses, AM presente un 
niveau depression tres eleve. Le niveau depression de TARNm AM est analyse 
35 par Northern Blot sur des lignees gliomales et des tissus normaux humains 
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(Biochem. Biophys. Res. Commun., 194 : 720-725, 1993). La taille du transcript est 
d'environ 1,6 kb. La quantite d'ARNm de AM est ensuite normalisee par rapport a la 
quantite d'ARN ribosoma! 18S (Fig. 2). Toutes les lignees cellulaires gliomales 
testees expriment I'ARNm de AM, tandis qu'aucune expression n'est detectee dans 
5 les tissus non tumoraux. 

Production et secretion de AM dans les lignees cellulaires. 
L'immunomarquage anti-AM est positif dans les extraits cellulaires et le 
milieu de culture. Toutes les lignees gliomales produisent done et secretent de I'AM. 
La quantite d'AM obtenue est indiquee dans le tableau 2 figurant en annexe de la 
10 presente demande de brevet. 

Expression de I'ARNm de AM dans le gliome humain. 
De TARN total est prepare a partir de prelevements de tumeurs de 25 
gliomes comprenant 13 gliomes de haut degre (IV), 5 gliomes de bas degre (II) et 7 
oligodendrogliomes anaplasiques. Les niveaux depression de I'ARNm de AM sont 
15 indiques sur la figure 3. La quantification des transcripts d'ARNm de AM revele un 
plus fort niveau depression de I'ARNm de AM dans les glioblastomes, compares 
aux oligodendrogliomes de bas degre ou anaplasiques. 

Expression des ARNm de RAMP et CRLR dans les lignees cellulaires. 
Pour determiner si les gliomes humains et les lignees cellulaires expriment 
20 CRLR, RAMP2 et RAMP3, une analyse par Southern Blot des produits de RT-PCR 
est realisee. L'analyse des produits avec les sondes correspondantes revele des - 
bandes aux tailles attendues (tableau 1) correspondant a I'ARNm codant pour 
CRLR ainsi que RAMP2 et RAMP3. Aucune bande n'apparait dans les controles 
sans transcriptase inverse. 
25 Caracterisation de I'anticorps anti-AM. 

L'anticorps anti-AM polyclonal (serum ou IgG purifie) reconnait bien AM 
pleine taille mais ne montre aucune reactivite croisee avec des peptides apparentes 
a AM, tel que cela apparait sur le tableau 3 figurant en annexe de la presente 
demande de brevet. La calcitonine, CGRP1.37, CGRP 8 -37 et I'amyline ne montrent 
30 qu'une fixation non significative avec Tanticorps. De plus, aucune reaction croisee 
avec les peptides ACTH (humaine 1-24), endotheline-1 (humaine), AVP (humaine), 
CRF (humaine), TRH, substance P, ANF (humaine) n'est observee. 

La capacite de Panticorps a bloquer la fixation de AM-I 125 sur son recepteur 
dans des cellules U87 est testee (Fig. 4). L'anticorps bloque ['interaction recepteur - 
35 AM de fayon dose dependante. 
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Effete de AM e t de I'antigorp? gnti-AM ?ur la proliferation des cellules U87 et 
U373M!a 

Des cellules U87 et U373 sont cultivees en presence de AM 2 x 10* 7 M, et 
les effets du peptide sur la proliferation cellulaire sont examines par une methode 
5 MTT. Les figures 5A et 5B montrent que AM, a une concentration de 2 x 10' 7 M, 
stimule la proliferation de cellules U87 de 15 % (p < 0,02) et U373 de 20 % (p 
<0,001) apres 8 jours de traitement 

Un anticorps anti-AM polyclonal (purifie IgG) est teste pour son effet 
inhibiteur sur la proliferation des cellules U87 et U373 cultivees en presence 
10 d'anticorps. Apres 7 jours de traitement, I'anticorps a une concentration de 12 |jg / 
ml inhibe la proliferation de U87 et U373 de 33 % (p < 0,002) et de 50 % (p < 0,001) 
respectivement (Fig. 5A et 5B). 

Effete de I'anticorps anti-AM in vivo sur des souris presentant des tumeurs. 
La capacite de I'anticorps anti-AM a inhiber la croissance in vivo a ete testee 
15 sur des cellules U87 xenogreffees sur souris. Six jours apres inoculation dans les 
souris, la lignee cellulaire produit une masse tumorale palpable (506 +/- 70 mm 3 ). 
Au 14 6me jour (1 350 +/- 170 mm 3 ), les tumeurs sont soumises a trois traitements : 
tampon de PBS, 
IgG de specificite non relevante, 
20 anticorps anti-AM (IgG purifie). 

La figure 6 montre les courbes de croissance de tumeurs de souris 
porteuses d'un glioblastome humain U87, qui sont traites tous les trois jours avec 
I'anticorps anti-AM, ou le controle IgG non relevant. Le traitement est administre par 
injection intra-tumorale et la croissance est determinee en fonction du volume 
25 tumoral au cours du temps. Apres 21 jours de traitement avec I'anticorps a une dose 
de 200 pg deux fois par semaine, le volume moyen de la tumeur est reduit a 646 +/- 
166 mm 3 (p < 0,001) par comparaison avec le groupe de controle qui atteint un 
volume de tumeur de 2 150 +/- 160 mm 3 . Des injections de I'anticorps pendant 7 
semaines conduisent & une tres forte diminution de la croissance tumorale, une 
30 regression de la tumeur (masse tumorale inferieure a 40 mm 3 chez toutes les 
souris) ainsi qu'une augmentation significative du nombre de survivants. Le volume 
tumoral moyen a la fin de Pexperience represente 2 % du volume tumoral moyen 
initial. La croissance des tumeurs chez les souris des groupes de controle a conduit 
au sacrifice des ,animaux moins de 6 semaines apres Tinjection des cellules. Les 
35 poids moyens des tumeurs dans les controles et les souris traitees avec Tanticorps 
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etaient de 3,8 +/- 0,5 g et 1,18 +/- 0,3 g respectivement (p < 0,001) apres 20 jours 
de traitement. La diminution du poids des tumeurs est de 68,9 % et 91,5 % apres 24 
et 42 jours de traitement respectivement chez les animaux traites avec I'anticorps, 
en comparaison avec les groupes de contrdle. 
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REVENDICATIONS 

1 . Anticorps, ou un fragment de celui-ci, capable de reconnaitre la proteine AM 
humaine. 

2. Anticorps selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il est monoclonal ou 
polyclonal. 



3. Anticorps polyclonal selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il est 
10 prepare en utilisant des animaux, par exemple des souris, des chevres, des 

lapins. 

4. Anticorps monoclonal selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il est 
prepare par recombinaison genetique, a partir de banques de cellules souches 

15 humaines ou par la technique de "phage display". 

5. Anticorps selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il est chimerique et 
prepare en utilisant des anticorps monoclonaux humains comportant des 
parties variables de souris ou d'autres especes specifiques de I'AM humaine. 



20 



6. Anticorps selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
qu'il est un agent anti-proliferation tumorale et/ou un agent anti-angiogenese. 



7. Composition pharmaceutique comprenant en tant que principe actif un 
25 anticorps, ou un fragment de celui-ci, specifique de la proteine AM humaine. 

8. Composition selon la revendication 6, caracterise en ce qu'elle comprend un 
anticorps anti-AM selon Tune quelconque des revendications 1 a 6. 

30 9. Composition selon la revendication 7 ou 8, caracteris§e en ce qu'elle 
administree par voie injectable, notamment par voie intra-veineuse, sous- 
cutanee, ou par administration dans le reseau lymphatique. 
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10. Composition selon Tune quelconque des revendications 7 a 9, caracterisee 
en ce qu'elle comprend de 1 pg a 1g, avantageusement de 10 mg a 100 mg 
de principe actif. 

5 11. Composition selon Tune quelconque des revendications 7 a 10, destinee au 
traitement de cancers et/ou de cellules tumorales. 

12. Composition selon Tune quelconque des revendications 7 a 11, destinee au 
traitement du cancer de la prostate, du cancer des ovaires, des 

10 neuroblastomes, des glioblastomes, le cancer du poumon, 

Padenocarcinome, le carcinome bronchoalveolaire, le carcinome de cellules 
squameuses, les carcinoides pulmonaires, le ganglioneuroblastome. 

13. Anticorps, ou un fragment de celui-ci, capable de reconnaTtre la proteine AM' 
15 humaine, pour utilisation en tant que principe actif d'une composition 

pharmaceutique destinee au traitement de cancers et/ou de cellules 
tumorales. 

14. Anticorps selon la revendication 13, pour le traitement du cancer de la 
20 prostate, du cancer des ovaires, des neuroblastomes, des glioblastomes, le 

cancer du poumon, Padenocarcinome, le carcinome bronchoalveolaire, le 
carcinome de cellules squameuses, les carcinoides pulmonaires, le 
ganglioneuroblastome. 

25 15. Utilisation d*un anticorps, ou d'un fragment de celui-ci, specifique de la 
proteine AM humaine pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au traitement de cancers et/ou de cellules tumorales. 



16. Utilisation selon la revendication 15, pour le traitement du cancer de la 
30 prostate, du cancer des ovaires, des neuroblastomes, des glioblastomes, le 

cancer du poumon, Padenocarcinome, le carcinome bronchoalveolaire, le 
carcinome de cellules squameuses, les carcinoides pulmonaires, le 
ganglioneuroblastome. 
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17. Utilisation de PAM dans un test biologique, pour la mise en evidence de 
composes capables de moduler Taction de PAM sur Pangiogenese ou la 
croissance tumorale. 

5 18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en ce que le test comprend 
les §tapes consistant a 

c) mettre en contact un compose candidat avec des cellules qui expriment 
PAM ou repondent a PAM, et 

d) observer la fixation, ou la stimulation ou ('inhibition d'une reponse 
io fonctionnefle, ou comparer la reponse des cellules mises en contact avec 

le compose candidat avec les memes cellules qui ne sont pas mises en 
contact avec le compose candidat. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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